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Resumo

A Hipomineralizacdo Molar Incisivo (HMI) possui uma etiologia multifatorial e afeta
de um a quatro primeiros molares permanentes, podendo haver o envolvimento de
incisivos. Este trabalho avaliou o efeito de um agente formador de ligacdes
cruzadas (glutaraldeido) associado a nanoparticulas de ceramica bifdsica na
remineralizacdo de tecidos afetados pela HMI. Para isso, espécimes de esmalte e
dentina afetados por HMI (3x3x2 mm) foram obtidos em cortadeira metalogréfica.
Os espécimes foram submetidos a analise fisico-quimica por meio de um
microscépio Raman Confocal selecionando 15 pontos aleatérios na superficie
afetada da dentina e 12 pontos aleatérios na superficie afetada do esmalte. Entéo,
os espécimes foram divididos em 4 grupos, de acordo com o tratamento de
superficie: agua (controle); glutaraldeido (GA); ceramica bifasica (CB) e GA seguido
pela aplicacédo da CB (GA+CB) (n=4). Todas as solu¢des foram aplicadas sobre a
dentina ou o0 esmalte por 1 minuto, seguido por 10 segundos de enxague com agua
deionizada. ApGs os tratamentos, os espectros Raman foram novamente coletados.
As areas dos picos para fosfato e amida foram calculadas para e submetidas aos
testes de Kruskal-Wallis e ANOVA, complementados respectivamente pelos testes
de Dunn e Tukey (0=0,05). A dentina tratada com CB apresentou a maior area para
0 pico de fosfato. Para a amida, somente o grupo CB+GA diferiu dos demais
(p<0,05). No esmalte o maior conteudo inorganico foi observado para o grupo
GA+CB. Assim, conclui-se que o tratamento com GA+ CB apresentou resultados
tecido-dependente, sendo especialmente efetivo para o esmalte hipomineralizado.

Introducéo

A hipomineralizagcdo molar incisivo (HMI) possui etiologia multifatorial, ainda nao
bem estabelecida, e afeta de um a quatro primeiros molares permanentes com ou
sem o envolvimento de incisivos (Weerheijm et al., 2001). A HMI se apresenta como
opacidades demarcadas que podem variar do branco-cremoso ao marrom. Dentes
afetados pela HMI podem sofrer fraturas poés-eruptiva, apresentar maior
suscetibilidade a carie e maior risco de extracdes (Weerheijm et al., 2004).
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A biomodificacdo de tecidos pelo aumento do numero de liga¢des cruzadas intra e
intermoleculares em proteinas tem sido usada em diferentes areas das ciéncias
médicas. Como exemplo de agentes formadores de ligacdes cruzadas (cross-
linkers) temos o glutaraldeido (GA), que ao ser aplicado sobre valvulas adrticas
porcinas e biopréteses cardiacas de pericardio bovino, torna-as mais estaveis e
resistentes a degradacdo (Baucia et al., 2006). No entanto, um efeito adverso da
utilizagdo do GA nestes tecidos € o maior risco de calcificacdo grave apds o
transplante (Lee et al., 2011; Lee et al., 2012). Apesar desse processo ser
indesejado para o tratamento de doencas cardiacas, pode-se encontrar valor
terapéutico para dentes hipomineralizados. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de um agente formador de ligacdes cruzadas (glutaraldeido)
associado a nanoparticulas de ceramica bifasica na remineralizacdo de tecidos
afetados pela HMI.

Materiais e Métodos

Obtencédo das nanoparticulas de composto ceramico bifasico de fosfato de calcio:
Nanoparticulas de ceramica bifasica a base de fosfato de calcio (CB) entre 20-40 nm
foram obtidas a partir de ossos de tilapia do Nilo (Oreochmis niloticus) com 90 dias
de idade, descartados como residuos, de acordo com a carta patente P10506242-0
(Titulo: "PRODUCAO E OBTENCAO DE HIDROXIAPATITE VIA CALCINACAO DO
OSSO DE PEIXE". Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Depésito: 06/09/2005; Concessédo: 07/03/2017). Os ossos foram
calcinados a 9000C por 8 horas em forno para remover todo o conteudo organico
(Quimis-Q318M35T-br) (WEINAND et al., 2022). Apos este processo foi obtida uma
amostra final contendo 69,43 + 0,24 % em peso da fase B-TCP (B-fosfato tricalcico)
e 30,57 £ 0,15 % em peso da fase de hidroxiapatita (HAp). As nanoparticulas foram
utilizadas para preparar uma solucéo bioativa a partir da mistura de 1mg de CB em
1mL de agua deionizada, agitando em ultrassom por 280 segundos.

Espectroscopia Raman e tratamentos: Espécimes de dentina e esmalte de
aproximadamente 3x3x2 mm (n=4) foram obtidos de dentes com hipomineralizac&o
molar-incisivo (HMI) em cortadeira metalografica cortadeira metalografica ISOMET
(Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) com disco de corte de 0,3 mm sob refrigeracao
com &gua. Os espécimes foram submetidos a analise fisico-quimica por meio de um
microscopio Raman confocal (modelo Senterra, BrukerOptik GmbH, Alemanha). O
sistema utiliza laser de excitagdo em 785 nm com poténcia nominal de 100 mW e
abertura em forma de fenda de 25x1000 pm. Os espectros Raman foram coletados
selecionando 15 pontos aleatérios na superficie afetada da dentina e 12 pontos
aleatérios na superficie afetada do esmalte. Cada espectro € uma média de 10
varreduras com 10 segundos de tempo de integracdo, com resolucéo espectral de 9-
15 cm-1 na regido entre 1800 a 400 cm-1 , focado na amostra por uma lente de
objetiva de 20 x de magnificacéo e tratados com linha de base e normalizados pelo
vetor normalizacdo via software OPUS. Apds leitura inicial os espécimes foram
aleatoriamente divididos em 4 grupos e tratados com: agua (controle); dgua seguida
pela aplicacdo de nanoparticulas de ceramica bifasica de fosfato de calcio (CB);
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glutaraldeido 5% (GA) ou GA seguido pela aplicacdo de BCP (GA+CB). Todas as
solucdes foram aplicadas sobre a dentina ou 0 esmalte por 1 minuto, seguido por 10
segundos de enxague com agua deionizada. Entdo, os grupos CB e GA+CB foram
tratados com a solucdo bioativa utilizando um microaplicador descartavel
(microbrush) de foram passiva por 60 segundos, seguido de lavagem por 30
segundos com agua deionizada. Os espécimes foram entdo submetidos a leitura em
espectroscopia Raman, como descrito anteriormente.

Resultados e Discussao

Para o esmalte, os espectros exibiram bandas centradas em 430, 590, 961 e 1043
cm-1 relacionadas ao grupamento fosfato e uma banda centrada em 1070 cm-1
atribuida a carbonato. Ja para a dentina, além das bandas presentes no esmalte
também foi possivel observar bandas centradas em 1270, 1453, 1665 e 2942 cm-1
atribuidas a deformacdes de ligacdes quimicas de NH e CH, estiramento de C=0
relacionados a amida | e estiramento de CH, respectivamente. Para quantificar a
porcdo organica e inorganica da dentina foi feito o célculo da area sob a curva das
bandas centradas em 1665 e 961 cm-1, relacionadas a amida | e fosfato. A
quantificacdo da porcao inorganica do esmalte dentario foi feita pelo calculo da area
sob a curva da banda centrada em 961 cm-1. Os dados das areas dos picos estédo
apresentados na Tabelal. O GA [399,7 (166,1-746,6)] ndo exerceu efeito sobre o
conteudo mineral (fosfato) da dentina afetada pela HMI em comparacao ao controle
[399,9 (127,5-806,5)] (p>0,9999). Os dentes tratados com a solucdo de BC logo
apos a aplicacdo de agua apresentou a maior mediana [527,7 (443,7-784,4)] em
relacdo a todos os outros tratamentos. Ja a aplicacdo de GA associado a solucao
BC resultou nos menores valores de area do pico de fosfato [308,3 (209,8-388,2)]
(p=0,0009). Em relacdo a amida, somente foi observada diferenca para o grupo
GA+BC, que apresentou a menor mediana [23,8 (11,57-31,28)]. Para o esmalte n&do
foram observados picos referentes a matéria organica. A area do pico de fosfato foi
maior no grupo GA+BC (2.243+379,0) (p<0,0001), seguido pelo GA (1.819+617,4)
(p=0,0240). Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos BC (1.430+273,9) e 0
controle (1.586%450,5) (p=0,4598).

Tabela 1. Areas dos picos referentes ao fosfato e amida nos tecidos dentarios
hipomineralizados.

Tecido Pico Tratamentos
Controle GA CB GA+CB
Esmalte Fosfato 1586 1819 1430 2243
(x450,5)ac* (x617,4)b (x273,9)c (x379,0)d
Fosfato 399,9 399,7 527,7 308,3
Dentina (127-806)a** (166-746)a (443-784)b (210-388)c
Amida 34,8 36,5 37,3 23,8
(5,8-50,6)a** (10,4-49,2)a (35,2-46,2)a (11,6-31,3)b

*Dados representam média (+desvio-padréo). ANOVA (Tukey; p<0,05).
**Dados representam mediana (minimo-maximo). Kruskal-Wallis (Dunn; p<0,05).
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Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante entre os tratamentos dentro do mesmo substrato e tipo de pico
(linha).

Conclusodes

O tratamento com glutaraldeido seguido pelo aplicacdo de nanoparticulas de
ceramica bifasica elevou significativamente o conteddo mineral do esmalte
hipomineralizado. No entanto, para a dentina as maiores areas dos picos de fosfato
foram encontradas nos espécimes tratados somente pela ceramica bifasica. O
conteudo orgéanico da dentina foi menos influenciado pelos tratamentos.
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